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定量するようになり，この方面における研究も一段と進
はじめに 歩した。ここに， ラットおよびヒトの FSH，LHおよ
Reproductive physiology の研究および無排卵症の び prolactinの RIAを簡単に紹介する。 
診断，治療に下垂体性 gonadotropin(G)および pro-
lactinの定量が非常に重要であることは万人の認めると
FSH，LHおよび prolactinの radioimmunoassay
ころである。現在， gonadotropin一元説を唱える人も 発展の歴史 
いるが， 一般に下垂体性 Gには follicle stirnulating Radioirnrnunoassyは 1958年 Bersonand Y alow 11) 
horrnone (FSH) と luteinizinghorrnone (LH)の2 が放射性ヨードで標識したウシ insulinと糖尿病患者血
種類が存在すると考えられている。 prolactinは泌乳 清中の抗 insulin抗体を利用し，血清中のウシ insulin
作用のほかに黄体維持作用をも兼ね備えているので， の測定に成功したことに始まる。その古典的 RIAsys-
luteotrophic horrnone (LTH) とも呼ばれている。こ ternは paperchrornato-electrophoresisで完成され
れらのホルモンは下垂体前葉より分泌される蛋白ホJレモ ている 12)。 
ンであるが， その定量法は生物学的定量法 (bioassay) Gonadotropinの irnrnunoassa y の歴史は比較的古
と免疫学的定量法 (irnrnunoassay)の 2つに大別され く1960年 Wideand Gernze1l3)が赤血球凝集阻止反
る。前者は strainの一定した特殊な動物を多数必要と 応 (HAIR) を利用して hurnan chorionic gonado-
し，その上，かなりの労力を要するが，その割りには感 tropin (HCG) を定量して以来種々なる方法が開発さ
度精度が悪く，次第に感度・精度ともにより優れた免疫 れ，現在も妊娠反応として半ば定性的に利用されてい
学的定量法， 特に isotope を tracer とした radio- る。 Wideら14)は HCGとヒト LH(HLH)聞の免疫
irnrnunoassay (RIA)にその地位を奪われ， 現在では 学的交叉反応を利用しヒト尿中 LHの定量を試みたが，
余り行なわれていなU 感度が低く原尿をそのまま定量するには至らなかった。い、、。われわれも数年前までは生物学
的定量法である Steelrnan-Pohley法や Igarashi の irnrnunoassa y臼 句 吋 かくて， G は HCG-anti HCG 
Cann法で FSHを定量し， り) OAAD2幻〉法で LHを定 systernを利用した HAIRによる尿中 HCG および1
量してきたが，そのためには大変な努力を要した。しか LHの定量によって幕を切って落されたが，感度に問題
し， RIAの進歩とともに，われわれもこの数年来ラ があり， Berson and Yalowによる insulinの RIA
ット FSH，LH， prolactin的およびヒト血清 FSH， の開発に遅れる乙と約6年にして tracerを isotopeに3) 5)
LH，6) TSH，7)尿中 FSH，8) LH，9)IO) HCGを RIAで 置き換えた HCGの RIAが Wildeら15) (1965)により 
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発表された。これが Gの RIAの鳴矢である。その後，
前記 HCGと HLHの交叉反応を利用して Bagshawe
ら16)が， また HLH そのものを用いて Wi1sonand 
Hunterl7)がヒト LHの RIAを発表し，以後ヒト LH
の RIAに関し多数の報告が見られる。これより約 l年
遅れてヒト血中 FSHの RIAが確立された。 18)19)川ヒ
ト尿中 FSH(HUFSH)の RIAはさらに 1，._， 2年遅
れて Saxenaら21)および Doniniand Donini22)により
報告された。わが国では標識用精製ヒト下垂体性 FSH， 
LH (HPFSH，HPLH) およびその抗血清， さらに 
standardが入手不能のため， ヒト FSH(HFSH)およ
び HLH，とくに前者の RIAは実施出来なかった。 1970
年 Ca1biochem(Los Ange1es) より HFSH および 
HLHの RIAsetが発売されるに及び，わが国におい
てもやっととト血清 FSH，LHの RIAが実施可能と
なった。わめほぼ同じころ Isitituto Farmaco1ogico 
Serono (Roma)より HUFSHおよび HULHの RIA 
setが発売され， われわれはこれを購入し， その RIA
の methodo1ogyを検討したJ)しかし， これらはとも
に高価なもので経済的に問題があった。そのころ，すで
にアメリカ国内では TheNationa1 Pituitary Agency 
(NPA)，the Nationa1 Institute of Arthritis and 
Metabo1ic Diseases (NIAMD) より著明な研究室に 
HFSHおよび HLHの RIAkitが無償で配布されて
いたが，いまだアメリカ国外のわれわれの手には入らな
かった。やっと最近 (1972年 1月)になってわれわれも
この配布を受け， その RIAを第 10回 RIA研究会 
(1972)で発表した。 pro1actinの R1Aは畜産関係で発
達し， Arai and Lee23)により羊血清 pro1actinが RIA
で測定されたのが最初で、ある。ヒト prolactin(HPr)の
精製が遅れたためにヒト血清 pro1actinの RIA開発は
遅れ，その研究はやっと端緒についたばかりである。そ
のほとんどは羊 pro1actinに対する抗血清を利用したも
ので， 2山町 HPrの抗血清を用いた RIAは Bryantら 
27) により発表されているのみである。
ラット Gの ;RIAも LHから着手された。まず， 
1968年 Monroeらm がラット LH(RLH) とその抗
血清を用いた RLHの RIAsystemを発表した。ほぼ
同時に Niswenderら町も isotope標識用および抗血
清作製用に羊 LHを用いてより感度のよい RLHの 
RIA system を報告した。ラット FSH (RFSH) の 
RIAに関し，正式に paperとして発表されたのは比較
的最近のことで， Schallyら30)の報告が最初である。 
NIAMD，Rat Pituitary Hormone Program より
配布された RIAkitを用いた RFSHおよび RLHの
光倫 
RIAの methodo1ogyを Daaneand Parlow31)が比較
的詳細に記載している。 NIAMDの RIA kit を用い
た RFSHおよび RLHの RIAの characteristicsを
系統的に詳細に報じたのは Sekiら3)の報告が最初であ
る。ラット pro1actin(RPr)の RIA は最初 1967年 
Kwa and Verhofstad32)により報告されたが， bound 
と freeの分離は e1ectrophoresisによるものである。 
2抗体法による RPrの RIAは Niswenderら33)に
より初めて記載された。その後， Neill and Reichert34) 
により NIAMDより配布された RIAkitを利用した 
RPrの RIAが検討されている。われわれもこれを検討
し発表したJ〉
以上，ヒトおよびラット Gおよび pro1actinの RIA
は標識用の高度精製 G，pro1actinおよびその抗血清を
用意できる諸外国より発達し，米国 NIAMDより配布
される諸種 RIAkitの出現によりこれら RIAの格一
化とともに益々一般に普及することとなった。 
Radioimmunoassayの原理 
RIAの原理は比較的簡単である。図 135)のごとく放
射性物質で標識した標識抗原 (Ag勺とその抗原に対す
る抗体 (Ab) を反応させると標識抗原一抗体結合物 
(Ag*-Ab)が形成される。この反応は矢印に示すよう
に可逆的動的平衡状態にある。この反応系に非標識抗原 
(Ag;標準物質または未知の試料)を加えると， これは
抗体に対し標識抗原と競合し標識抗原と抗体の結合を阻
止する。したがって，非標識抗原の量が増すにつれて，
抗体と結合する標識抗原の量は減少する。ここに非結合
標識抗原 (free;F) と標識抗原一抗体結合物 (bound; 
B)を何らかの方法で分離して，その放射能を測定し， 
BJ(B+F)を求めると，これは非標識抗原の量と逆相関
関係になる。未知の検体を測定するには種々なる量の標
準抗原物質を含む溶液で図 2のごとく標準曲線をつく 
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図1.	 Radioimmunoassa yの原理 (Ya1owand 
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線の slopeが緩くなり， 感度および精度が低下する。 
Decay catastrophe なる現象がその原因のーっとされ
S tandard Curve 	 ている。 1odination時， 長期保存中および定量の ln-
cubation時と damageを起す機会は多いが，とくに保
存中の damageが問題となる。 1251のように半減期の
長い isotopeを標識した場合には，感度が低下したら，
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その都度， Sephadex columnで精製する必要がある。
る。しかし，そのため，かえって damageが少いとい
う利点もある。その上， 1251の方が 1311より高価で， そ
の選択は実験者の好みにより決定されている現状であ
。 
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図 2. ラット FSHの標準曲線 (Sekiet a1.3)) 
り，未知量を含む検体から得られた BJ(B+F)値をその
曲線にあてはめ，検体中の抗原物質の量を求める。ここ
では，ホルモンでなくとも抗原となり得るものはほとん
どこの方法で測定可能なので，抗原としたが，これを蛋
白ホJレモンに置き換えれば，ホルモンの R1Aとなる。
標識用放射性物質として現在一般にエネルギーが強く測
定の容易な 1311または 1251が用いられている。
なお， R1Aを行ない得るためには， 1)放射性物質標
識(以後 iodinationとする)用に高度に純粋なホノレモ
ンを入手し得ること， 2) そのホJレモンが抗体を産生し
得ること， 3) そのホJレモンに iodinationが可能なこ
と， 4) iodination後そのホルモンの抗原性に変化をき
たさないことが必要で、ある。 
る。 
Boundと Freeの分離 
RIAにおいて抗体と結合した標識ホルモン (Bound)
は溶解または浮遊した状態にあり，そのままでは沈澱し
ないので，これを何らかの方法で遊離の状態にある標識
ホルモン (Free)から分離する必要がある。原理的には
一見簡単に思われるが，実際には R1Aの成否を握る一
つの重要な鍵で、ある。理想的な B・F分離はつぎの諸条
件を満たさなければならない。すなわち， B.F分離が完
全であること，それに反応混合溶液中の血清とか他の非
特異反応物質の影響を受けないことである。さらに，そ
の方法は再現性があり，技術的に簡便，迅速で安価でな
ければならない。しかし，現在多数の分離法があり，こ
表1. Bound と Freeの分離法 
Electrophoretic and chromatoelectrophoretic 1. 
Rαdioiodination 
実際に R1Aを行なう前に放射性ヨード標識ホJレモン
を作成する必要がある。測定しようとする目的のホルモ
ンの血中または尿中濃度は非常に低いから標識ホJレモン
の量も非常に少いものでなければならず，したがって 
high specificのものが要求される。この目的に添って 
Greenwood，Hunter and Glover36)が chloramine-T 
法を開発し，現在はすべてこの方法で行なわれている。
その詳細は原著を参照して貰いたいが， gonadotropin 
の iodinationに関しては Midgley37) が詳細に述べて
いる。ここで問題になるのは標識ホルモンの damage
である。その高比放射能のため，標識ホノレモンの抗原性
に変化をきたし抗体との反応が鈍る。その結果，標準曲 
methods 
2. Gel filtration 
Sephadex 
3. Nonspeci自cprecipitation 
Sodium sulfite，ammonium sulfate，ethanol 
with sodium chloride，and enzymatic 
hydrolysis 
4. 1mmunoprecipitation 
Two or double antibody method 
5. Solid-phase adsorption of labelled antigen 
Charcoal，talc，micro gran ules of silica， 
Florisil，and resin 
6. Solid-phase an tibodies 
Protapol D1Jl discs，plastic tubes， 
Sephadex，and Sepharose 
From Daughaday and Jacobs.38) 
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のことはとりもなおさず満足な方法がないということに
もなる。ここにそのすべてについて文献を網羅し詳述す
る余裕はないが， Daughaday and JacobsS8)はそれら
を表 lのごとく 6つに分類している。 
Paper electrophoresisは Yalowand Bersonl2)が
初めてこの方法で insulinの RIAに成功したという歴
史的意義を持つ。 Charcoalや talc法は安価で迅速な
方法であるが，感度がやや鈍い。 2抗体 (twoantibody) 
法は最も B.F分離の完全な方法の lつで damaged 
hormoneの影響も少ないが，血清などの非特異物質の
影響を受ける。抗体を disC39)や tubeに付着させた固
相 (solidphase)法は B.F分離が簡単で迅速である
が， discや tubeにより，ときに測定値のバラツキが認
められ，また高価なことにもやや難点がある。われわれ
も一時 dextran-coated charcoal法的や discsolid 
phase法41)を検討したこともあったが， 結局は現在2
抗体法を行なっている。 Sepharoseに抗体を結合させた 
double antibody solid phase (DASP)を用いる方法
は簡便迅速で，一度測定系の条件を決定したら，再検討
する必要はないと Hollander and Schuurs42)はいっ
ている。ごく最近，われわれは Organon (Oss，Hol-
land)より DASPの提供を受け，これを用いてヒト血
清 FSH，LHの RIAを検討し， 非常に良い結果を得
た。今後，この方法も大いに利用してゆくつもりであ
る。以上， B.F分離に多くの方法が見られるが，現在一
般に行なわれているのは 2抗体法と考えられる。 
Two antibody radioimmunoassayとその実施法 
Skom and Talmage43)が insulin治療で患者に生じ
た insulin抗体を 13lI-insulinと反応させ，そのままで
は沈降しない solubleantigen-antibody complexを，
抗ヒト r-globulinを加えることにより，沈降せしめ，
その抗体量を定量した。 2抗体法はこれを利用した B.F
分離法で， Utigerら44)により成長ホルモンの， また 
Morgan and Lazarow45)により insulinの RIAに初
めて応用された。測定する目的の蛋白ホJレモンに対する
抗体(第 l抗体)は，家兎またはモルモットで作ること
が多く， したがって， これを沈降する第 2抗体として
羊，山羊または家兎で作られた抗家兎またはモノレモット 
r-globulin (anti-RGGまたは anti-GPGG)が用い
光倫 
(1st incubation) 後，第2抗体とさらに incubate 
( 2 nd incubation)する方法で， B法は第 l抗体と第2
抗体を pre-incubate後， Agおよび Ag骨を加え incu-
bateする方法である。 C法は B法の Ag勢を加える少し
前に Agを pre-incubated antisera とともに短時間 
incubateする方法である。前述のごとく 2抗体法の最
大の欠点は血清を検体とした場合，非特異的阻止反応が
起ることであるが， Morganら47)はこれを避けるため
に EDTAを測定系に加えた。 Halesand Randle叫に
よれば，これは測定せんとする血清中の r-globulinが
第 2抗体 (antir-globulin)と交叉反応し，本来の目的
とする抗原と結合せる第 l抗体を沈降する能力が低下す
るためで， Bおよび C法で防ぎ得るという。一般には 
A法が行なわれているが， 従来われわれは B法を行な
ってきた。ト 10)その実例を図 3に示した。図中の各容量
は一定したものではなく，一般的に測定系に加える標識
ホルモンの量が少いほど，また第 l抗体の濃度が低いほ
ど，感度が上昇する。出来るだけ少量の標識ホノレモンを
用いるためには比放射能の成る可く大きいものを用意す
る必要があるが，これも限度があり，余り少量用いると 
cpmが減少し， かえって精度が悪くなる。また第 1抗
体の濃度を低下するためには成るべく抗体価の高いもの
が必要であるが，これも稀釈し過ぎると%Bound (BX 
100j(B+F))が減少し，標準曲線の勾配が緩くなり，こ
れまた精度を損う原因となる。このように低濃度の第 l
抗体を第 2抗体で十分に沈澱させるためには第 I抗体を
{乍った動物の血清(図 3では NRSとした)を測定系に 
carrier proteinとして加える必要がある。
以上，新しい測定系で定量を開始する前には第 I抗 
0.1 ml Antiserum 
Anti-RGGml .10 
トreincubation 
4i:iml 125I-Hormone 
0.1 ml NRS 
0.2 ml Standard or Sample 
l山吋ncω叩ωωb凶伽叫叫tiドト川山I u印 aC凶加凶 
lCentrifugation 
リ
Q 会 ・ー
- - n l i u  
anta nL Precipitateられる。 
U FC
Hales and Randle的は実際の手技として A，B，C 
o + t Count 
の3方法を検討した。 A法は標識抗原 (Ag*) と非標識 図 3. Pre-precipitation法を利用した Two、 
抗原(Ag;標準物質または検体)を第 l抗体と incubate antibody radioimmunoassay 
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体，第 2抗体， NRSの至適濃度， 標識ホルモンの至適
量および 1st，2 nd incubation時間などを前以って検
討して置く必要がある。 10)45) 
Ra d ioimmunoassayの validation 
RIAの妥当性を検討する場合， 普通標準曲線と検体
の稀釈曲線との平行性を調べる (図 2)。この両者が平
行しない場合，その標準曲線で算出した測定値は真の値
を示していない。この原因として Ya10wand Berson48) 
は hormona1cross-reactivityと nonspecificfactors 
の2つを挙げている。前者の主たるものは標準物質と検
体の種類の相違である。例えば異種動物より得た物質を
標準とするとか，血中ホルモンの測定に下垂体または尿
中ホルモンを標準とする類いである。 A1bertら的もい
うごとく血清ホJレモンを測定する時には同種の血清を標
準物質とするのが理想である。 RIAに誤差をもたらす 
nonspecific factors は主として血清とくに尿中に含ま 
れる種々なる塩類である。これを除外するために尿中ホ 
Jレモンを定量する場合にはそのホルモンを抽出したり，
尿を透析する必要がある。検体が血清の場合には前述の
ごとく EDTAを加えたり血清をある程度稀釈するが，
ともに決定的方法ではなく後者を行なうには感度の良い
測定系を必要とする。したがって，現在，最も効果的な
方法として，一般に「測定すべき物質を含まない血清」
を被検血清と等濃度になるように standardの試験管に
加えられている(図 2) 50)これはラットの場合には，垂0 
易IJ動物より採血することにより比較的簡単に入手できる
が， ヒトの場合には，なかなか入手できない。 
FSH，LHおよび prolactinの RIAkitとその standard
現在わが国でヒトまたはラット FSH，LH および 
pro1actinの RIAを行なうには， iodination用高度
精製ホノレモンとそれに対する抗血清を pair にした各 
RIA kitとその standardを入手する必要がある。
表 2. ヒト FSHおよび LHの RIAKitsと Standards 
RIA Kits for Human FSH and LH 
Hormone Source Activities of Hormones for Iodination Antisera 
FSH LER-1366; FSH 3，014 IUjmg(B)， anti--HPFSH; Batch非3 
Pituitary NIAMD LH 213 IUjmg(B)， (pre-absorbed with HCG) 
LH LER-960; LH 923 IU jmg(B)， anti-HPLH; Batch非l 
FSH 1.9 IU jmg(B) 
FL 	
FSH 3，500 IUjmg(B)，LH 100 IUjmg (B)， anti-HPFSH
臼 
VAau Ab4・ ・噌 TSH 0.1 Ujmg(R) 	 (non-absorbed with HCG) D l  A令 - -， . e ' 0・c - - i  aEEA o c he mv d  H
LH 2，000 IUjmg(B)，FSH<4IUjmg(B)， anti-HPLH 
TSH 0.06 Ujmg(R) 山- ---rr叶 tao+LID nvFUu n
EIQU
Hae HP 30-3001; FSH 700-1，200 IUjmg(B)， anti-HUFSH (AS 10-3001) FSH 
LH 
， . - ' a Ao o gb I LH 3-5 IUjmg(R) 
HP 30-4001; HCG;:12，000-18，000IUjmg(B) anti-HULH (AS 10-7001) 
Urinary c o 
Standards for Human FSH and LH RIA 
Hormone Code No. Source 
Bioacti vi ties 
of Hormones Contaminating Bioactivities 
Pituitary FSH 
and LH LER-907 
NIAMD ~~!l， ~~!~jmg
LH 48IUjmg 
Post-menopausal 
Plasma 69j176 
一一一百3一一 
，
札即日目 dL 
WHO 2nd IRP 
d H 
63j16 FSH 4.39 IUjamp. 	 LHく0.15IUjamp.，TSHく0.04mUjamp.， 
47μU/amp.く	THO ACTH後、へ b1RC Res. Std.A Pituitary FSH 
68j39 (MRC) FSH 32.8 IUjamp. 	 LH 7.1 IUjamp.，TSH 2.2 mUjamp.， ACTH 49μUjamp. 
RC
Qd Uamn r  
uQOm - m HDAda a v ' n  
FSH 40IUjamp. 
LH 40IUjamp. 
0 3つ 白 一LLHH' I
UnHU
3 t e1 c h Ulmに 
一円 
F 3
FSHく0.8IUjamp.，TSHく0.1mUjamp.，ム一Dd
ACTHく50μUjamp.
A
Pituitary LH 百 り
口δ
一一ハり一4一8
一
一一一
M
FSH<0.9IUjamp.，TSH 0.1 mUjamp.，hu 
ACTHく52μUjamp. 
Activities of FSH and LH are expressed in terms of IU 2 nd IRP (The Second Internationa1 

Reference Preparation). (B)……bioassay，(R)……radioimmunoassay. 

持 FromBangham and Cotes.51) 

8 関
現在入手可能なヒト FSHおよび LHの RIAkitと
その standardを表 2に，ラットのそれらを表3に示し 
fこ。
ヒト血清 FSHおよび LH測定用の RIAkitは表 
2のごとく現在 NIAMD(NPA) と Calbiochemよ
り入手可能である。これらの標識用，抗血清作製用Gお
よび standardはすべて下垂体より抽出されたものであ
る。 LHRIA kitに関しては問題は少ないが，抗ヒト
下垂体性 FSH血清 (anti-HPFSH) は LH の混在し
た組製 HPFSHで、作ったもので， HPLHに対する抗体
も可成り含まれている。 Calbiochemの anti-HPFSH
はその中に混在する anti-HPLHを HCGで前以って
吸収されていないから実際の定量に当って各 incuba-
tion tubeに一定量の HCGを加える必要がある。6)こ
の HCG量を多くすると， anti-HPLHの吸収が完全
になるが， 0 standard の %Bound が低下し精度が
悪くなる。町現在，確たる基準はないが， 精度の面で 
ostandardは少くとも 20%以上は必要である。これに
反し NIAMDの anti-HPFSHは HCGで吸収され
ているので， incubation tubeに HCGを加える必要
はない。この他， ごく最近わが国でも Calbiochemの
ホノレモンを利用し第一ラジオアイソトープ研究所(東京)
より HFSHおよび HLHの RIA kit が発売された
がp 非常に高価なもので，われわれは未だこれらを使用
した経験がない。
ヒト尿中 FS百および LH定量用の RIA kit は 
Istituto Farmaco1ogico Seronoより購入可能で、ある。
尿中 Gの RIAでは前項に述べたごとく尿中に含まれ
ている塩類その他の阻害物質を抽出または透析等の方法
で除外する必要がある。8)川町内町血清 Gの RIAは採
光倫
血した一時点、における血中濃度を測定し得るに止まるに
反し，尿中 Gの RIAはこのような操作を必要とする
不利はあるが， 1日の総排世量を check したり，連続
定量し得る利点もある。
ヒト prolactin(HPr)の RIA は前述の通り HPr
の精製が遅れているので，現在は標識用及び抗体作製用
に羊の prolactinを用いた，または標識用にブタの pro-
lactin をさらに抗体作製用に羊 prolactin を用いた 
hetero1ogous RIAの開発が始まったばかり町で，われ
われも後者を検討中である。 
Gの定量はその性質上 bioassayが本来の姿であり， 
RIAはこれを忠実に反映したものでなければならない。 
G分子の免疫活性部分と生物活性部分がある程度異なる
であろうことは広く知られたことで，また standardお
よび検体となる下垂体および尿抽出物，血液には生物学
的には不活性であるが，免疫学的に活性のある Gの先駆
物質，代謝産物および変性物質等が含まれているので，
生物活性を忠実に表現する RIAの standardはあり得
ない。したがって， insu1inのように monocomponent 
insulinを standardに必要な場合もあり， ヒト TSH
のように高度精製すると不安定になる場合もあるが， G
の場合には高度精製単一 G (FSHまたは LH)よりも
検体と同様に代謝産物や変性物質，それに FSHおよび 
LHを共に含んだ組製 Gの方が standardに適してい
る。これは Bangham and Cotes51) のいう“Like 
should be compared with like"の意図に一致する。 
Albert49)57)も下垂体 FSH，LHの RIAには下垂体よ
り抽出した standard(LER 907)が，尿中 FSH，LH 
の RIAには尿より抽出した standard (2 nd IRP) 
が，また血清 FSH，LHの RIAには血清の standard
表 3. NIAMD-Rat FSH，LHおよび Prolactinの RIAKits 
Hormone Hormones for lodination Antisera Reference Preparations 
NIAMD-Rat FSH-I-1・ NIAMD-Rat FSH-RPH--IS ; 
FSH FSH=ca 100xNIH-FSH-S 1 NIAMD-Anti-Rat FSH FSH=2.0 .1×NIH-FS I 
LHく0.002xNIH-LH-S 1 S-4 LH=0.02xNIH-LH-S 1 
TSH=0.3 USP Unitsfmg 
LH 
NIAMD-Rat L〈NHI-HI-2L;H 
LH=ca 1.0xNIH-LH-S 1 
FTSSHHく=0c.a04×NIH-FSH-S I 
NIAMD-Anti-Rat LH 
S-1 
NIAMD-Rat LH-RPH--lS ; 
LH=0.03xNIH-LH-S 1 
FSH=0.54XNIH-FSH-S 1 
0.7 USP Unitsfmg TSH=0.22 USP Unitsfmg 
NIAMD-Rat Pro1actin-l-l; NIA:t-.在D-Rat Prolactin-RP-1; 
Pro1actin Pro1actin=ca 30lUjmg 
GTSHHくく0.0l.lIUUSlmP g Unitslmg 
NIAMD-Anti-Rat 
Prolactin S-1 
Prolactin = ca 1 IU jmg 
(Mouse deciduoma assay) 
Bioactivities of FSH，LH，prolactin，TSH and GH were determined by HCG-augmentation 
assay，OAAD assay，crop sac assay，McKenzie assay and hypophysectomized rat body weight 
gain assay respectively. 
9 下垂体性 Gonadotropinおよび Pro1actinの Radioimmunoassayとその応用 
(69 76) が必要で、あると力説している。1/ しかし， 彼が
Correlation Coefficient 
これを発表した当時血清 standardが一般に配布されて
いなかったので，当分の聞は LER907 を血清 FSH， 
LHの RIAの standardにすべきだとしており，われ
われもそのようにしている。 
LER 907は Emory大学の Dr.Leo E. Reichert， 
Jr.により精製され TheNationa1 Pituitary Agency 
(NIAMD)より配布されている粗製下垂体性 Gで 1mg 
Of 63Cases 
40.fBioossoy 
Of LH r=0.766 
(OAADl 
3 
.c 
。3~ 0 
れ』 
¥。
守
'{l20 
工
」
工中20IU (2 nd IRP)の FSHと 48IUの LHを含有
z -.. 1.1.Y=80X- 01 し，現在主としてヒト血清 FSH，LHの RIAstandard 
に採用されている。 2nd IRPは 1964年 Genevaで開
催された The17 th Session of the Expert Commitee 
on Bio1ogica1 Standardizationで尿中 Gの bioassay
に対する standardに決定された更年期後婦人尿より抽
出された粗製 Gで， 現在は尿中 FSH，LH の RIA 
standardにも利用されている。この 1ampoule 中の 
FSHおよび LHの生物学的活性が共に 40IUと規定
されている。 WHO が sponsor となり London の 
Medica1 Research Counci1 (MRC) より配布されて
いる。
ラット FSH，LHおよび pro1actinの RIAに関し
ては NIAMDより非常に系統的な形で各 kitが配布さ
れているので一応問題はないが，その下垂体および血清 
FSH，LHおよび pro1actinの RIAの standard と
して下垂体抽出物が用いられている (表 3 ヒト血清 )。
FSHの RIAの場合にも問題になることであるが， 6)ラ
ット血清 FSH3) および pro1actin勺を NIAMDの 
RIA kitで定量する場合には standardtubeに垂別ラ
)。2ット血清を適当に加える必要がある、(図 
FSH，LHおよび prolactinの生物活性と免疫活性
の比較 
RIAの特異性を左右する最大の要因は抗血清である
が，抗血清が決定したら，その測定系で定量した測定値
と生物学的定量値の相関を検討する必要がある。しか
し，感度の関係で RIAおよび bioassayでともに定量
できるのは，ヒトの場合，下垂体および尿抽出物であ
り，ラットの場合，下垂体抽出物である。
ヒト下垂体抽出物の生物学的測定値と RIA値は 
FSH，LHともに比較的良く相関するという報告が多い
が， とくに A1bertら49) は LER907を standardと
した場合，良く相関した値が得られるとしている。原尿
では FSH，LHともに良い相闘が得られないが， 尿抽
出物で改善されるという報告が多い。町-55)われわれも
尿抽出物中の FSH活性を Igarashi-McCann法と RIA 
m 
0 "-， • a・、ノ〆. O'・ 
Rodioimmunoossoy 
Of LH 
5 10 15 
IU 2nd IRP/24hours 
図 4・ 尿(抽出物)中 LHの RIA値と bioassay 
(OAAD)値の相関(関ほか町)
で， 8)LH活性を OAAD法および RIAで(図 4)，58) 
それぞれ比較検討した結果， ともに可成り良く相関する
ことを見た。また，われわれはラット下垂体抽出物中の 
FSHを Stee1man-Poh1ey法と RIAで，さらに LH
を OAAD法と RIAで定量し， これらの聞に可成り
の相関を認めたが， LHの方が FSH より良く相関し
た。3)ラット pro1actinの生物活性と RIAによる免疫
活性が良く相関することを Neill and Reichert34)が報
告している。
以上，ヒト FSH，LH およびラット FSH，LH， 
pro1actinに関し，それらの生物活性と免疫活性が可、成
り良く相関するという報告が多い。しかし，下垂体およ
び尿抽出物で検討した結果が血中のこれら免疫活性と生
物活性の比に一致するかは問題である。 
FSH，LHおよび prolactinの radioimmunoassayの応用 
1960年代は RIAの年といわれている。この期間にお
ける内分泌研究の多くは RIAで発展してきたといって
も過言ではない。 Reproductionの面でも RIAの応用
は数多く，そのすべてを網羅することは全く不可能であ
る。したがって，この項ではわれわれの研究成果を主と
して略述する。
研究の順序として定量法が確立されて先ず行なわれた
のは正常性周期中の FSH，LHおよび pro1actin変動
の検索である。 
RIAで定量した正常婦人月経周期中の FSH，LH変
動で最も注目すべきは FSHの卵胞期上昇と LHおよ
び FSHの mid-cyclepeakである(図 5)06) ここで
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諸条件下における雌ラットの下垂体および
血清 prolactin値 (Maedaet al.4) 
( )内数字は晴乳する仔の数
- E ¥
ド 
omE
凶 」  
m g  
1ー61412108 6 4 2 0 2 4 6 8 1012+14 
DaysfromLHpeak 
TSH 
E¥
《ロト凶午工凶↑ 
-Z
コ ュ
50・1
・
'E3 
Females 
E200 
¥ 
a_ 
巴
土
」 
LH 
o m0ト ， 凶申 
'F@
o m w '
由回
曲目 
' F
。 由 占 噌目 
sw'FJW
O J γ的円。 円 4222m・06t M『ZAU-酢 ' h h申 ' q円・ 
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変動 (Seki6)) 
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図 6. ラット正常性周期中の血清 FSH，LH 
変動 (Sekiet a1.3)) 
D=発情間期， PE=発情前期 
E=発情期， ME=発情後期 
問題になるのは bioassayで定量した時代には大半の研
究者が観察できなかった mid~cycle FSH peakの発見
である。この意義については未だ明らかにされていな
い。われわれはラット下垂体， 血清 FSHおよび LH
は発情前期に高いことを観察した(図 6)♂最近，これ
らの定量間隔がますます短縮され， r時間」ないし「分J
単位の FSH，LH変動が観察されている。31)町明正常婦
少し僅かに Midgleyand Jaffe町が周期中を通じ変
化のないことを報じているに過ぎない。われわれは雌ラ
ット血清 prolactinは発情期に高いことを報じたが(図 
7)グ同様な報告61)や発情前期に高いという報告町内も
あり，一定しない。採血した時間の相違によるものと考
えられる。
婦人および男子血清 FSH，LH の年令的推移を検討
した結果，婦人血清 FSH，LHには初潮発来期， 排卵
周期発来期，性成熟期および閉経期後における 4つの 
peakが見られ，閉経期後の peakが最大であった。た
だし初潮時の LHpeakは F，SHpeakより著明でない
(図 8)問。この点 Leeら向の報告と一致する。男子血
清 FSH，LHには一生を通じて大きい変動はなく， 女
性のそれより概して低値を示す。とくに女性の更年期後
に相当する増加は認められない。62)雌幼若ラットの下垂
体 FSHおよび LHは成熟期のそれより高く， とくに
下垂体 FSHは生後 3週令で最高値を示し，成熟ラット
11 下垂体性 Gonadotropinおよび Pro1actinの Radioimmunoassayとその応用 
K.A. 26Yrs 
急激に増加し， 2'"'-' 3週間で p1ateau に達することは
一般に認められたことであるが， ml〉72〕われわれはラッ
e5 	 トでも同様なことを観察した♂去勢後雌ラットの下垂
体および血清 prolactinは激減する(図 7)。匂61)町発情ilgA。
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ことを示す。
以上のような生理的または標的臓器を除去した状態で
の RIAによる FSH，LHおよび prolactinの定量結
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図 9. 妊娠中の婦人尿中 FSH，HCGおよび 
estriol変動(渡辺ほか町) 
の値より数倍高い。下垂体 LHは生後 5週令に最高で，
その後この LHが血中に放出され腫開口が起る(未発
表)。雌ラットの下垂体および血清 pro1actin は性成
熟のほとんど完成する生後 8，._ 9週令で最高値に達す
る04〉
妊婦血清 FSHは妊娠中を通じ変化がないとするもの
や，附妊娠初期と末期に軽度の増量を認めるものがい
る。間的われわれも妊娠中の婦人尿中 FSH，HCG変動
を検討したが， ともに妊娠初期と末期に 2つの peakを
形成し， HCGでは前の， FSHでは後の peakがより
大きい(図 9)67)分娩後約6週間で血清 FSH，LHは0 
非妊時の値に回復するという。 64) ラット血清 FSH，LH 
は， Linkie and Niswender68) によれば， 妊娠により
非妊時より低下し， FSHは分娩 5'"'-'6日前に， LHは
分娩直前に増加する。しかし，別の報告69) fこよれば，ラ
ットで妊娠中血清 LHの増加は見られず， 分娩後 7'"'-' 
10時間後より急増し，さらに 4，.，. 6時間後に再び減少す
るという。妊娠とくに産樗期の授乳と prolactin の関
係は大きい。 Jacobsら拘は妊娠中婦人血清 prolactin
値は非妊時より高く，分娩予定日に向って増加するとい
い， Midgley and Jaffe町によれば妊娠中の血清 pro-
lactinは血清 HCG と逆相関関係にあり，妊娠末期に
最高値を示す。分娩2週間後までその高値を持続し，そ
の後は授乳時にのみ著増するという。ラット血清 pro・ 
lactinは妊娠中低下するが，分娩直前に増加し始め， 61〉 
68)分娩後急増する。この値は 1，.，. 2週間後に減少する
が，晴乳する仔の数と比例するという。61)われわれも分
娩後約 1週間ラット血清 prolactinが急増することを
見た(図 7)。め Freemanand Nei1l70) は偽妊娠ラット
の血清 pro1actinは深夜の 3.00-5.00a. m.に大量放出
されることを明らかにした。
婦人血清 FSH，LHはともに卵巣剃出後一時低下後，
しかし，われわれ臨床家の最も知りたいこと，および必
要とすることは各種卵巣機能不全患者， とくに無排卵患
者におけるこれらホノレモンの分泌動態およびこれらに各
種排卵誘発剤投与時の変化とその適応患者の選択であ
る。 Dignamら向は各種無排卵患者の血清 FSH，LH 
を約 30日聞にわたり連日定量し，卵胞期の FSH上昇
および LH，FSHの mid-cyclepeakからなる norma1 
cyclicityを欠くことを明らかにした。われわれも 35名
の各種卵巣機能不全患者で同様なことを観察してい
る。町さらに無排卵患者の血清 FSH，LH は正常婦人
のそれより高値域または低値域で変動するという報告も
ある。町77)無排卵患者に排卵誘発剤 C10midを投与する
と，その血清 FSH，LHは C10mid服用時に， ともに
増加し，いわゆる“clomiphenepeak"を形成するom
さらに mid-cycleLH peakの欠除せる例では C10mid
がこれを誘発することをすでに報告した。川町これは 
bioassay で定量したわれわれの結果m を発展の上再確
認したものである。このような傾向は他の排卵誘発剤 
Sexovid75)81)および EpimestroF5) で排卵成功した場
合にも見られる。雌ラットに Clomidまたは Sexovid
を連続 1週間投与した場合，視床下部 FSH-RF，下垂体
および血清 FSHは投与中止直後に増加し， LH-RF， 
下垂体および血清 LHは投与中止約 10日後に衝撃的に
増加することを報告したが(図 10)， 他の排卵誘発剤82)
Epimestrolおよび Ro4-8347では一定の傾向を掴め
なかった。 75) Clomidに関しては Schallyら目的および 
Boyar刊の報告とほぼ一致する。 Sexovidに関する報
告は前にわれわれが bioassayで行なった実験85)を発展
させたものであるが， Sexovidでラット下垂体および血
清 FSHが減少するとする Satoら附の報告と相反する。
排卵誘発剤と prolactinの関係については， C1omid， 
Sexovidおよび Ro4-8347が雌ラットの pro1actin放
出を促進するとしたわれわれの報告が見られるだけであ
る。勺
黄体ホノレモンの投与だけで消槌出血のないわれわれの 
12 関 光倫
ぷ1RF 
1000 
図 10. 雌成熟ラット K C10mid 10μg連続 1週間
投与時の FSH，LH変動 (Sekiet al.82) 
上段: 視床下部 FSH-RF，LH・RF活性
中段: 下垂体 FSH，LH含量
下段: 血清 FSH，LH濃度 
FSH-RF，下垂体および血清 FSH 
。LH-RF，下垂体および血清 LHHのFSH-RF，下垂体および血清 FS
× 
contro1 
LH-RF，下垂体および血清 LHの
contro1 
いう第 2度無月経患者は上述の諸種経口排卵誘発剤で排
卵しない。このような患者には更年期後婦人尿より抽出
した G (HMG)を注射する必要がある。しかし，これ
らの患者の中にも HMGに反応しない卵巣原発性の無
排卵患者が港み，しかも HMGは非常に高価なもので
これに反応する適応患者を診断することは重要な問題で
ある。われわれはこれを過去数年来 cu1doscopyによる
卵巣の肉眼的所見と血清または尿中の FSH，LH定量
により判定してきた087〉町血清 FSH，LHとくに FSH
の極端に高値または低値を示す例は HMGに反応しな
いことを報告したが， 6) Friedman89) もほとんど同様の
意見である。このことは血清 TSH値の定量7) ととも
に HMG適応患者選れの一つの有力な武器となる。無
月経を伴う乳汁分泌異常患者の血清 pro1actinは正常値
より高く，とくにこれに下垂体腫療を合併した Forbes-
A1bright症候群が最も高い値を示すことが最近報告さ
れている。26河川 
1971年 Schally ら91)が LH・releasing hormone 
(RH)の合成に成功して以来，この血清 FSH，LHに
及ぼす影響は多数の学者により激しい勢いで研究されつ
つある。われわれもごく最近，合成 LH-RHは排卵誘
発剤としては無力であるが， HMG適応患者の診断には
非常に有用であることを発表したom
その他，避妊薬などの各種薬剤が FSH，LHまたは 
pro1actin分泌に及ぼす影響を検討した報告は多いが，
ここでは省略する。
おわりに 
RIAは精度と感度の点で bioassay より非常に勝れ
た定量法で，これが gonadotropinや pro1actinの定
量に応用されるようになったのは最近のことである。こ
れで reproductivephysio1ogyに関する諸問題の解明
が飛躍的に進歩しつつあることは否めない事実である
が，排卵誘発等の臨床への応用は未だしの感がある。最
近は，性 steroidや LH-RHの RIAも開発されつつ
あり，これらを同時に測定することにより，今後この方
面における研究はますます発展するものと考える。
最後に自由な研究を許された恩師御園生雄三教授
にこの小論文を捧げるとともに，長年研究を共にし
てきた斎藤実博士，沖津啓一郎学士，高抑]J博海博士，
吉原陣文博士，白石真人博士，秋草克彦博士，本問、
誠学士，渡辺昇学土，奥村淑子学士，関克義博士，
田島朝信学士， 黄伸有学士， 郭俊貞学土， コルド
パ大学(アルゼンチン)よりの留学研究生 H. R. 
Maeda，M. D.，台湾大学よりの留学研究生 Ko・en 
Huang，M. D. および実験助手園田優子君に深甚
なる謝意を表する。
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